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A Konzorcium egyik alapvetd célja a molekularis diagnosztikai szolgaltatasok fejlesztése. Ennek keretében
az Orokletes daganatok korében a polipozis és a nem-polipdzis talajan kialakul6 vastagbélrakok esetében a
szoba johet6é valamennyi gén hibajara nézve beallitottunk eljarasokat (APC, MYH, STK11, SMAD4, MLH],
MSH2), melyeket nagy beteganyagon alkalmaztunk, mig a familidris hererdkok esetében nemzetkdzi
ban a minimalis rezidudlis betegség monitorozasara érzékeny qPCR mddszert dolgoztunk ki a Bcl-2/IgH fu-
zi6s szekvencia meghatarozasara. A daganaterezédés témakorében tj immuncitokémiai és molekularis bio-
logiai eljarast dolgoztunk ki a periféran keringé endotelialis prekurzor sejtek kimutatasara, melyeket tidéra-
kos betegeken teszteltiink. Megallapitottuk, hogy a modszer alkalmas a tumor angiogén fenotipusanak jel-
lemzésére és prognosztikus eszkoz is lehet. Melanéma-genomikai vizsgalataink soran tobb 1Gj melanoma-
marker gént teszteltiink, melyek kozil a rianodinreceptor igéretesnek tinik, mig a P2X7 purinerg receptor
funkcionalis szerepe lehet érdekes. Korabbi vizsgalataink folytatasaként klinikai mintdkon teszteljiik az alta-
lunk meghatarozott metasztatikus melanéma-génmintazatot. Meghataroztuk a HER-2-amplifikalt emlérakok
tirozinkinaz-mintazatat és azt is bizonyitottuk, hogy az eltéré anatomiai lokalizacioju fej-nyaki daganatok el-
térd kinaz-mintazattal rendelkeznek. Szintén korabbi, az alacsony molekulatomeg(i heparinnal végzett vizs-
galatok folytatasaként azonositottunk 4-8-12 oligoszacharid méretii heparinfragmenteket, melyek motilitas-
gatlok és antimetasztatikusak kisérleti rendszerben. Farmakogenomikai vizsgalataink soran megallapitot-
tuk, hogy a kolorektalis rakos betegek szerin-hidroximetil-transzferaz (SHMT) génpolimorfizmusai az 5-FU-
és f6leg a FOLFIRI-kezelések sikerét jelentGsen befolyasoljak, igy az eljaras hatékony és koltségtakarékos ke-
zelési séma meghatarozasat teszi lehet6vé. Magyar Onkologia 50:349-359, 2006

Research on developing molecular diagnostics for hereditary cancers resulted in establishing diagnostic
services for familiar polyposis and non-polyposis patients (mutation determination of APC, MYH, STK11,
SMAD4, MLH1, MSH2). In familiar testicular cancers the role of gr/gr gene on Y chromosome was
identified. Molecular diagnostic tool was established to monitor the progression of follicular lymphoma
using Bcl-2/IgH fusion sequences. Molecular diagnostic tools were developed to monitor circulating
endothelial precursor cells (CEP) as well and the technique was tested in lung cancer patients. In malignant
melanoma we have tested several potential novel markers among which ryanodine receptor seems to be a
promising one, while the functional P2X7 receptor may serve as a therapeutic target. We have determined
the tirosine kinase ,kinome” profile of HER-2-amplified breast cancers. Furthermore, the ,kinome” profile
was found to be characteristic for head and neck cancers of various anatomical location. Based on previous
studies on the antimigratory and antimetastatic potential of low-molecular-weight heparins, we have
identified short heparin-derived oligosaccharides with maintained antimetastatic- but non-anticoagulant
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Bevezetés

Hazankban évente tobb mint 30 000 ember hal
meg daganatos megbetegedésben, amely mindkét
nemet egyforman stjtja. Szamos daganatféleség
esetében hazank az eur6pai mortalitasi és morbi-
ditasi statisztikakban is vezetd helyet tolt be, igy
tidG6-, vastagbélrak és fej-nyaki daganatok vonat-
kozasaban, de eldkeld helyen allunk az emléra-
kok esetében is. Az elmult évtizedek soran a daga-
natos haldlozas hazankban dinamikusan emelke-
dett, mely trend csak az utébbi néhany évben lat-
szik megtérni. E szomoru statisztikai adatok an-
nak ellenére helyezik hazankat az eurépai listak
¢élére, hogy egyre nagyobb tarsadalmi és szakmai
figyelem ovezi a kérdést, és egyre nagyobb anyagi
eréket mozgat meg a tarsadalom a betegség felde-
ganat elleni kiizdelem legsikeresebb modja kiala-
kulasanak megelGzése, hazankban tébb mint
150 000 daganatos beteggel kell szamolnunk,
akiknek sorsat a gondos és hatékony kezelés don-
ti el. Bar egyes tumorféleségek mai eszkézeinkkel
is mar gyogyithatéva valtak (gyermekkori ALL,
hererak, Wilms-tumor), a felnéttkori rosszindula-
td daganatos megbetegedések esetében még a leg-
jobb esetben sem tudjuk a betegek felét megmen-
teni, s egyes esetekben esélyeink ennél sokkal
rosszabbak (tiidérék, melandoma). 2001-ben létre-
jott a Nemzeti Onkologiai Kutatas-fejlesztési Kon-
zorcium, mely az Orszagos Onkolégiai Intézet
(O0I) vezetésével szertedgazé daganatkutatdsi
programot valdsitott meg, melynek eredményei
folyamatosan jelentek meg a Magyar Onkologia
hasabjain (1-3). A munkat az NKTH a Széchenyi
program keretében tamogatta 2001-2004 kozott.
A 2001-2004 kozotti periodusban a Konzorcium
az emlérakokra vonatkozo kutatasok keretében az
orokletes daganatokban szerepet jatszo6 BRCA1 gén
hazai mutacios sajatossagait illetve splicing-mecha-
nizmusainak részleteit tisztazta. Sporadikus emlé-
daganatok esetében kideriilt, hogy a szévettani ti-
pustdl fiiggéen érintettek a DNS-repair-gének.
Csontattétképzésre hajlamos daganatokban az
NM23 metasztazis-szuppresszor csokkent expresz-
szijat és a c-met, c-etbB2 és p53 fokozott expresz-
szigjat észleltilk. Ugyanakkor megallapitottuk,
hogy az attétek c-erbB2 genotipusa nem feltétlentil
egyezik a primer tumoréval, ami a Herceptin-
terapia indikacids feltételeinek atgondolasat igény-
li. A chip-technolégia és mennyiségi PCR-
technikak bevezetésével lehetdség nyilt a dagana-
tok terapias érzékenységnek elézetes becslésére.
A vastagbélrakra vonatkoz6 kutatasaink soran
epidemiologiai vizsgalataink felderitették kistérsé-
gi el6fordulasanak egyenetlenségeit, amelyek tn.
klasztereket mutattak Budapesten, Heves, Jasz-
Nagykun-Szolnok, Noégrad, Komarom-Esztergom
és Baranya megyékben, mig a végbélrak a Dunan-
tal egyes megyéiben halmozodott. Miutan ez az
egyik leggyakoribb rosszindulati daganat mindkét
nemben, igen nagy a jelent6sége a hatékony szi-
résnek, aminek alapja a rejtett bélvérzés kimutata-
sa, mely célbol laktoferrin-tesztet illetve egy ket-
tés-antitestes modszert dolgoztunk ki, szabadal-
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maztattunk és teszteltiink nagyszamu beteganya-
gon. A sporadikus vastaghéldaganatok genetikai
hatterére vonatkoz6 vizsgalataink azt mutattak,
hogy a mikroszatellita-instabilitds nemcsak allél-
vesztés révén, hanem hipermetilacio utjan is kiala-
kulhat. Ugyanez a metilaciés mechanizmus gyak-
ran jatszik szerepet az APC és E-cadherin szup-
presszor-gének inaktivalodasdban is. Bemutattuk,
hogy a vastagbélrak progresszigjdban a c-met gén
fokozott expresszigja jatszik szerepet, ezért ezt
prognosztikus markerként is fel lehet hasznalni. A
FU molekularis targetjének (TS) vizsgdlata sordn
meghataroztuk a gén hazai polimorfizmusanak
mintazatat és annak Osszefliggését a terapis érzé-
kenységgel, illetve a betegség prognozisaval.

A fej-nyaki daganatokat nagyszamu beteg ese-
tében vizsgaltuk keresve az egyre névekvé hazai
incidencia genetikai hatterét. Megallapitottuk,
hogy az MTHFR DNS-metilacios enzim génjének
polimorfizmusai eltéré szerepet jatszhatnak (vé-
dé illetve elésegit6 tényezdok) a daganat kialaku-
lasa szempontjabol. Ugyancsak fontos megfigye-
1és ebbdl a szemponthodl az, hogy a hazai fej-nyaki
rakok 40%-aban mutathaté ki a HPV virus, ami
felveti etiologiai szerepét. A mar kialakult daga-
natokban igen gyakori lokalis immunszup-
pressziot detektaltunk. A fej-nyaki laphamrakok
jelentés részében funkcionalis Osztrogénrecep-
tor-expressziot igazoltunk. Megallapitottuk, hogy
gat a daganatos erekre gyakorolt hatas alapjan
mar koran mérni lehet.

A melanéma progreszi6ja molekularis hatte-
rének kutatasa soran tobb klinikailag is tesztelt
progressziés markert azonositottunk (aIbB3 in-
tegrin, CD44v3 proteoglikdn, AMF-receptor). A
malignus melanémara vonatkozé kutatdsok so-
ran sikerrel alkalmaztuk a DNS-chip technikat 4j
melanéma-specifikus (4 gén) és a melanoma-
progresszioban szerepet jatszo gének azonosita-
sara. Preklinikai vizsgalatokban 3 gyogyszer ese-
tében sikertilt specifikus antimetasztatikus hatast
igazolni: az alacsony molekulasulyu heparin, az
osztrogén-metabolit 2-metoxiosztradiol valamint
az erythropoetin-a (EPO) esetében (ez utébbinak
vaszkularis perfuzi6-novelé hatasa latszik donté-
nek). Ezek alapjan a heparin- és EPO-terapia in-
dikacios tertleteinek megvaltoztatasat javasol-
tuk. Kutatasi eredményeinket csaknem 100 ide-
gen nyelvi kozlemény, egy szabadalom, szamos
Ujonnan bevezetett diagnosztikus eljaras és tobb
gyogyszer alkalmazasanak kiszélesitésére vonat-
koz6 javaslat fémjelezte.

A Konzorcium ipari partnerei jovoltabdl a ku-
tatasok nem alltak le teljesen 2005-ben, és mint-
egy Uj erére kaptak a Jedlik program tdmogatasa-
nak elnyerésével. A Konzorcium az 4j kiirashoz
alkalmazkodva atalakult és egy lényegesen kon-
centraltabb, termék-orientalt programot dolgo-
zott ki. Az elmult években paradigmavaltas tor-
tént az onkologidban, mert a genomika eredmé-
nyei megkezdték a kordbban hasznélt diagnoszti-
kus és terapias protokollok atalakitasat. Ezek az
eredmények a daganatkutatas minden teriiletén
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forradalmi valtozasokat generalnak, ami lassan,
de biztosan egyre inkabb atalakitja a mindennapi
klinikai rutint is. Hatasai meg kell, hogy nyilva-
nuljanak a primer prevencioban illetve korai szi-
résben, de lassan szinte 4j tudomanyt kell for-
maljanak a talan legkonzervativabb szakmahol, a
patologiabol is. Ahogyan az alapkutatasok elére-
haladnak, ezek eredményei kezdenek beéptilni a
diagnosztikaba is. Ugy tlinik, hogy az 1j klinikai
onkolégia egyik alappillére az tn. molekularis
célzés (targetalas) elve lesz. Ennek az elvnek a
mindennapi diagnosztikus és terapias gyakorlat-
ba valo attiltetése az egyik legfontosabb célja az
4j kutatas-fejlesztési programnak, mely a nagy
hazai gyakorisagu daganatféleségekre koncentral
(eml6-, vastagbél-, tidé-, fej-nyaki rakok, mela-
néma). A fejlesztéseket négy programcsomagba
integraltuk, melyek az alabbiak:
1. Molekularis diagnosztikai szolgaltatasok kifej-
lesztése
2. Daganaterezédés diagnosztikus, prognoszti-
kus jelentésége és terapias kiaknazasa
3. Uj melanéma diagnosztikumok és terapias el-
jarasok kifejlesztése
4. Terapia-individualizalas farmakogenomikai
modszerekkel

Az alabbiakban a Konzorciumnak a pélyazat el-
nyerése Ota sziiletett eredményeir6l nyujtunk
0sszegzést.

1. Programcsomag: Molekularis diag-
nosztikai szolgaltatasok kifejlesztése

1.1. Ordkletes daganatok predikcidja és detektd-
lasa Magyarorszagon (Dr. Oldh Edit, OOI,
Dr. Forrai Tamds, Zenon Bio Kft.)

Osszesen 340 daganatos csaladot vizsgaltunk: 218
eml6- és petefészekrakos csaladban, 52 polipozi-
sos szindromaban, 57 nem polipdzis talajan kiala-
kul6 vastagbélrakos csaladban és 13 hererakos
csaladban fejeztiik be a hajlamosité gének elem-
zését. A gének valamennyi k6dold szekvenciaja-
ra kiterjed6 mutaciovizsgalatot a hagyomanyos
SSCP, HDA és kozvetlen DNS-szekvenalasi mod-
szerekkel végeztiik. A konzorcium kisvallalkozo
partnerével (Zenon Bio Kft.) szoros egyiittmuiko-
désben sikeriilt bevezetni két Gj mutacidelemzé
modszert, a DHPLC és a nagy genomi deléciok
azonositasara szolgalo6 MPLA modszert, abbol a
célbol, hogy javitsuk az oroklott génmutaciok
koltséghatékony kimutatasat a BRCA1/2, APC,
MLH1 és MSH2 génekre.

198 néi- és 20 férfi emlérakos csaladban végez-
tiink genetikai vizsgalatot a BRCA1 és BRCA2 gé-
nek 6roklott mutacidinak kimutatasara. Eddig 20
csaladban sikeriilt mutaciét azonositani, tovabbi 21
DNS-szekvencia-eltérés funkcionalis szerepét még
tanulmanyozzuk. Az utébbi évben végzett muta-
cibelemzések eredményei megerdsitik korabbi
megfigyeléseinket, amelyek szerint a BRCA1 gén
meghibasoddsa gyakran a gén azonos szekvencia-
jat érinti, aminek kovetkeztében tobb csaladban is
ugyanaz a mutacio fordul el6. Ezzel szemben ezt az
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ugynevezett alapito hatast a BRCA2 génben kizaro-
lag a magyarokban el6fordul6 9326insA mutacio és
az askenazi zsid6 szarmazastuakra jellemzd
6174delT mutacio esetében észleltik.

A CHEK2 egy, a sejtciklus ellenérzé mecha-
nizmusaban részt vevd “checkpoint” fehérje,
mely fontos szerepet jatszik a DNS-ben kodolt ge-
netikai tartalom megdvasaban. Célunk volt, hogy
feltérképezziik a magyarorszagi emlgrakos popu-
lacioban a CHEK?2 csiravonalas mutacioit kiilo-
nos tekintettel az 1100delC allélre. 147 olyan em-
16rakos csaladot vizsgaltunk, ahol a betegség 60
éves kor el6tt jelentkezett, és ennek ellenére
nem taldltunk BRCA1/2 csiravonalas mutaciot.
Azt a kovetkeztetést vonjuk le, hogy az 1100delC
mutacié eléfordulasi gyakorisiga Magyarorsza-
gon nem jelentds, sziirése nem indokolt.

A vastag- és végbélrakok egyik legfontosabb
kockazati faktorat a pozitiv csaladtérténet jelenti,
amely tobb tliinetcsoportban is megnyilvanulhat.
Ezek kozé tartozik a familidris adenomatozus
polipézis, az MYH-asszocialt polipozis, a Peutz-
Jeghers-, valamint a juvenilis polip6zis-szindro-
ma. Vizsgalataink arra iranyultak, hogy hazai csa-
ladokban meghatarozzuk a fenti szindromak haj-
lamosité génjeinek (APC, MYH, STK11, SMAD4)
magyarorszagi mutacios spektrumat, valamint
értékeljuk a genotipus és fenotipus esetleges
Osszefiiggéseit. A vizsgalatba beleegyezd és gene-
tikai tanacsadason megjelent tobb mint 50 csalad
tagjainak vérmintaib6l DNS-t izolaltunk, majd a
fenti gének teljes k6dolo régigjat kombinalt mu-
taciovizsgalatnak vetettiik ala. A varidnsokat di-
rekt szekvenalassal azonositottuk. Azt a kovet-
keztetést vonhatjuk le, hogy a polipézis talajan
kialakulo vastagbélrakos szindromak kialakulasa-
nak hatterében hazankban az esetek mintegy
kétharmadaban volt kimutathaté az ezt okozé tu-
morszuppresszor gének mutacioja.

57, nem polip6zis talajan kialakulé orokletes
vastagbélrakos (HNPCC) csalad kombinalt
mutdciovizsgalata (HDA/SSCP/MLPA/szekvena-
las) alapjan ezek 31,6%-a (18/57) hordozott pato-
gén mutaciot. Az azonositott 18 mutaci6 fele az
MLH]1, masik fele az MSH2 génben volt. A vizs-
galt populaciéban minden mutacié csak egyszer
fordult eld, azaz alapité hatdssal nem talalkoz-
tunk. A detektalt mutaciok fele uj, azaz eddig
még egyetlen populaciobdl sem irtak le. A muta-
ciok jelentds része (4/18, 22%) genomi aberracio
(nagy delécio vagy duplikéaci), ezekbdl 1 az
MLHI1 génben, 3 pedig az MSH2-ben volt kimu-
tathat6. A betegség kialakulasaval biztosan kap-
csolatba hozhat6 mutaciokon kiviil 7-féle besoro-
latlan varidnst is talaltunk (10 csaladndl, azaz a
csalddok 17,5%-dban), ezek koézil 2 (egy az
MLH1-ben, egy az MSH2-ben) el6zetes vizsgala-
taink szerint erdsen valoszindsithetéen patogén.

A Hererak Konzorciummal végzett genom-
elemzés utan megallapitottuk, hogy az emléra-
kok esetében megismert nagy penetranciaju ge-
netikai véltozdsok nem jatszanak szerepet a fami-
liaris hererakos megbetegedések kialakuldsaban
(Crockford és mtsai, 2006). Ugyanakkor a nem-
zetkozi szakirodalomban az els6 olyan genetikai
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véltozast irtuk le, amely mérsékelten fokozza a
hererdk kialakulasdnak kockazatidt (Nathanson
€s mtsai, 2005).

1.2. Molekularis diagnosztikai szolgdltatdsok
fejlesztése (Dr. Szentirmay Zoltdan, OO],

Dr. Sods Miklos, Auro-Science Kft.,

Dr. Jozsa Adrienn, Roche (Magyarorszdg) Kft.)

A follikularis limfémak (FL) az 6sszes non-Hodg-
kin-limfoma mintegy 30%-at teszik ki. FL-ban a
daganatos klon t(14;18) kromoszomalis transzlo-
kacioval jellemezhetd. Az ilyen esetek tobb mint
90%-dban a Bcl-2 gén athelyezédik az immunglo-
Follikularis (és mas alacsony malignitast) B-sej-
tes non-Hodgkin-limfomaknal, kiilénosen elére-
haladott stadiumban, a kezelés utan gyakran re-
lapszus kovetkezik be, amit jelenlegi ismereteink
szerint a vérben és csontveldben jelenléve rezi-
duélis daganatsejtek (minimalis rezidualis beteg-
ség) okoznak. A klinikai vizsgéalatok eredménye
azt mutatja, hogy betegkovetés soran a Bcl-2/IgH
génatrendez6dést hordozo daganatsejtek hianya
a csontvelében vagy a periférias vérben szignifi-
kansan hosszabb remisszidhoz vezet. A betegség
molekuldris modszerekkel torténd kovetésekor a
PCR-rel kimutatott Bcl-2/IgH génatrendez6dés
szekvencidja a kitijulasok soran mindig azonos az
eredeti FL klonban talalt génatrendezédéssel.
Ritkdbban az is el6fordul, hogy a kimutatott gén-
atrendezédés nem azonos az eredeti MBR/JH fii-
zi6s szekvenciaval. Ezért alapvetd fontossagu an-
nak meghatarozasa, hogy azok a sejtek, amelyek-
ben a Bcl-2/IgH transzlokédciét a periférias vér-
ben kimutattuk, azonosak vagy kiilénbéznek az
eredeti daganatos klontél. A PCR-rel amplifikalt
termék szekvenciaanalizise széles korben elfoga-
dott, de egyuttal idéigényes és draga modszere a
probléma megoldasanak. Ezért fluoreszcens olva-
daspont-analizisre alapozott valés ideji PCR
modszert dolgoztunk ki a kérdéses DNS-fragmen-
tek analizisére. Tizenegy FL-as beteg vér- és
csontvelémintdinak analizise koziil harom eset-
ben volt kimutathatd az eredeti nyirokcsoméban
talalhaté génatrendezédéstdl eltéré t(14,18)
transzlokaci6. Az altalunk kidolgozott moédszer-
nek az a jelentésége, hogy a relapszus elérejelzé-
se a Kklinikai tiineteknél sokkal korabban megtor-
ténhet, a vizsgalat olcsd, gyors, mas esetben pe-
dig szikségtelenné valhat draga kezelés, ami
nemcsak koltséghatékony, hanem a beteg életmi-
néségét is nagy mértékben javitja.

A neuroblasztomak rizikocsoportokba sorola-
sa a klinikai stadium, a szovettani kép, a MYCN-
status és a sejtenkénti DNS-tartalom (DNS-ploi-
dia) alapjan torténik. 32 mitéttel eltavolitott
neuroblasztomdban valésidejii kvantitativ. PCR
(LightCycler) és kvantitativ dual-color-FISH méd-
szerrel (Q-BIOgene) meghataroztuk a MYCN gén
amplifikaci6janak mértékét. A sejtenkénti FISH-
szignélszam vizsgalata a Kézponti Fizikai Kutato-
intézet Anyagtudomanyi Intézetében Eordogh
Imre és munkatarsai altal kifejlesztett szines
kvantitativ képfeldolgoz6 rendszer (IMAN) segit-
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ségével tortént. Jelenleg a kétféle modszerrel
(PCR, FISH) meghatarozott MYCN-kopiaszamot
hasonlitottuk 6ssze. Nagyon jo linearis pozitiv
korrelaciot talaltunk a FISH és LightCycler segit-
ségével meghatarozott MYCN-kopiaszam kozott.

Elézetes vizsgalataink arra utalnak, hogy a spo-
radikus vastagbélrakok prognozisat a lokalizacid
és a TNM-re alapozott klinikai stadium mellett leg-
inkdbb a BRAF gén V600E mutdcibja és mikrosza-
tellita-statusa hatdrozza meg. 206 beteg klinikai
patologiai és genetikai adatait dolgoztuk fel. A
DNS-mintakat fixalatlan vagy paraffinba agyazott
tumorszovetbdl izolaltuk. A mikroszatellita-insta-
bilitast valos idejii kvantitativ PCR (LightCycler)
modszerrel, olvadaspont-analizis segitségével vizs-
galtuk és standard mikroszatellita-markereket
hasznaltunk. A BRAF-mutaciot a laboratériumban
kifejlesztett LightCycler teszt és olvadaspont-anali-
zis segitségével mutattuk ki. Az eredményt DNS-
szekvenciaanalizissel is igazoltuk. Azt talaltuk,
hogy a vastag- és végbélrakok prognodzisa legin-
kébb az aldbbi 4 paramétertdl fiigg: klinikai sta-
dium, lokalizacio, mikroszatellita- és BRAF-status.
Az MSI-H daganatok szignifikdnsan jobb prognozi-
stuak, mint az MSS tumorok. Mutans BRAF gén
nem fordult el6 14 HNPCC-s beteg daganataban. A
BRAFVE mutaci6 7-szer gyakoribb MSI-H tumo-
rokban (9/23), mint MSS rédkokban (10/169). A
BRAFV6E mutaciot hordozo vastagbélrakok sok-
kal kedvezétlenebb biologiai viselkedést mutat-
nak, mint a BRAF-negativ tumorok. Az ilyen bete-
geknél tandcsos agresszivebb daganatellenes
gy6gykezelést alkalmazni mar II. stadiumu tumo-
rok esetén is, mert korai tumorstadiumban a bete-
gek jelenleg nem kapnak kemoterapiat, raadasul a
mutans BRAF elleni célzott kemoterapia is révide-
sen rendelkezésre fog allni.

Magyarorszagon a néi lakossag mintegy 25%-a
genitalisan HPV-vel fert6zott, és az ilyen anyak
ujsziilottjeinek szajnyalkahartydjaban sok eset-
ben a virus évek mulva is kimutathat6. Tobb mint
100-féle HPV-tipust azonositottak, de ennek csak
a fele okozza a nyalkahartyasejtek malignus atala-
kulasat. A HPV-fertézés kimutatasinak népegész-
ségiigyi jelentéségét az aldbbiak vilagitjdk meg:
Nagy anyagon nemzetkozi egyiittmtikodéssel vég-
zett Osszehasonlitdo vizsgalatokban kimutattak,
hogy a raksztirésre alkalmazott cervixcitologiai
vizsgalatok 6nmagukban a rakmegel6z6 kozepes-
és sulyosfokd hamelvaltozast (CIN 2/3) csak 53%-
ban deritik fel, HPV-kimutatassal kombinalva ez
az arany 90-98%. Magyarorszagon 2007 elején ke-
rill bevezetésre a leggyakoribb HPV-fertézések
(HPV 6, 11, 16, 18) megel6zésére szolgald olto-
anyag. Kérdés, hogy citologiai elvaltozast nem,
vagy csak enyhe elvaltozast mutat6 fertézések
esetén a vakcina hatdsos vagy sem? Hatdsos-e a
véddoltas a fenti négy tipushoz genetikailag na-
gyon hasonld ezért azonos filogenetikai csopor-
tokba tartozo6 tovabbi 15-féle papillomavirus-ferto-
7és vagy tObbszords virusfertézés esetén is? A
Konzorcium ipari partnere, a Roche (Magyaror-
szag) Kft. nagyon érzékeny un. ,Linear Array
HPV Genotyping Test"-et fejlesztett ki, amellyel
eddig o6sszesen 59 vizsgalatot végeztiink, és az
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eredményeket a sajat korabban kifejlesztett PCR-
alapi HPV-tesztiinkkel osszevetettiik. Az array-
HPV-teszt a sajatunknal sokkal érzékenyebbnek
és megbizhatobbnak mutatkozik a HPV-fert6zé-
sek, kiillondsen a tobbes virusfertézések kimutata-
saban. Sajat HPV-tesztiinket rutinszertien kivan-
juk alkalmazni a cervixcitolégiai mintak vizsgala-
ta soran a méhnyakrakszirés hatékonysaganak
novelésére és a HPV-vakcinacié hatasossaganak
monitorizalasara, mig az array-HPV-tesztet rend-
szeres mindségi kontrollként alkalmazzuk.

2. Programcsomag: Daganaterezédés di-
agnosztikus, prognosztikus jelentGsége
és terapias kiaknazasa

2.1.3. Kering0 angioblasztok kimutatdsa kiilon-
boz6 tipusu tiidordakokban (Dr. Dome Baldzs,
Orszdgos Koranyi TBC és Pulmonologiai Intézet)

Napjainkig dltalanosan elfogadott volt, hogy a da-
ganatok erezédése a mar meglévé erek endotelia-
lis sejtjei proliferacigjanak és a daganatba torténd
benovésének eredménye. Azonban egyre tobb
adat all rendelkezéstinkre, amelyek ettdl eltérd, a
daganatok &ltal indukalt angiogenezis-mechaniz-
musokat irnak le. E mechanizmusok egyike a
vaszkulogenezis, a csontveldi eredetd endotelia-
lis prekurzor sejtek (EPC-k) beéptilése a dagana-
tos erek endotelialis boritasaba. Ezek az 6ssejtek
jol jellemezhetbek a sejtfelszinen megjelend anti-
génjeikkel: CD34, CD133, VEGFR2 és VE-cadhe-
rin. Azonban a daganatok angiogenezisében be-
toltott szerepiik mértéke ma még nem egyértel-
muen tisztazott, a legtobb daganatféleség eseté-
ben ismeretlen. Munkankban nem-kissejtes tii-
dérakos (NSCLC) betegek (53 paciens) periférids
vérében hataroztuk meg a CD34+/VEGFR2+
EPC-k szamat aramlasi citometriaval a kezelések
elétt és azt kovetéen. Ezen felul kvantitativ PCR
segitségével meghataroztuk a VEGFR2, CD34,
periférias vérmintakban. Kisérleteink alapjan el-
s6ként javasoltuk a keringé EPC-k meghataroza-
sat tidérakos betegek monitorozasara. Két diag-
nosztikus EPC-moédszert is kidolgoztunk: az
aramlasi citometrids immuncitokémiai modszert
és az ennél érzékenyebb molekularis diagnoszti-
kai modszert. Vizsgalataink alapjan megallapitha-
to, hogy érzékeny modszereket dolgoztunk ki a
tiddrakok angiogén fenotipusanak kimutatasara
(dramlasi citometria + immuncitokémia illetve
VEGFR2-qPCR), melyek alkalmasak a standard
terapias kezelés hatékonysaganak monitorozasa-
ra is. A kidolgozott modszereket nemzetkozi koz-
lemény validalja (Dome és mtsai, 2006).

2.2. nnovativ molekulatervezés felhaszndldsa
1j anti-angiogenetikus szevek kifejlesztésére

(Dr. Patthy Laszlo, MTA Enzimologiai Intézet)
Célunk a tumornovekedést és metasztazisok ki-
alakulasat gatolo terapia kidolgozasa céljabol a
tumor-angiogenezist megakadalyozo, az avf33 in-
tegrinen keresztiil hatoé angiogenezis-inhibitorok
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és receptoruk kozotti kolcsonhatas vizsgalata.
Néhany extracellularis matrixfehérje degradacio-
jabol szarmazo fragmentrdl kimutattdk, hogy ga-
tolja az angiogenezist. A fehérjék angiogenezist
gatlo hatasanak molekularis mechanizmusat
vizsgalva kiderilt, hogy a fehérjék egy része in-
tegrineken keresztiil fejti ki hatasat. A plazmin/
angiosztatin és a zselatinaz-A PEX doménje ese-
tében az antiangiogenetikus hatassal rendelkezd
fehérjefragmentek az avp3 integrinhez kot6dve
gatoljak a proteazok (plazmin, zselatinaz A) k6té-
dését, ezaltal mind a felszini proteolizist, mind az
integrinen keresztul kivaltott sejtproliferaciot ga-
toljak. A zselatinaz-A PEX doménje és az avf3 in-
tegrin receptor kozotti kolcsonhatas szerkezeti
hatterének és a jelatvitel mechanizmusanak tisz-
tazasa révén varhatd, hogy kis molekulasulyu
angiogenezis-inhibitorokat lehet kifejlesztent,
melyek hosszan tarté tumorterapidban alkalmaz-
hatoak. A PEX domén és receptora kozotti kol-
csonhatas jellemzéséhez szitkséges a PEX domén
és az integrin receptor fehérje extracellularis ré-
gi6janak elGallitasa. A munka elsé szakaszaban a
PEX domén és a receptorfehérje extracellularis

2.3. Erythropoetin-indukdlt érelvdltozdsok
funkciondlis jelentdségének elemzése
daganatokban (Dr. Timdr Jozsef, OO],
Dr. Romdny Anna, Janssen-Cilag Kft.)

Régota ismert tény, hogy a kevésbé oxigenizalt
tumorszovetek kisebb mértékben érzékenyek a
sugarkezelésre és a kemoterapiara, ugyanakkor a
rosszabb oxigénellatottsag noveli az attétképzés
valoszintiségét. Daganatos betegekben a tumorok
és a kezelések miatt is gyakran 1ép fel anémia,
amely jelentésen csokkenti a betegek életming-
ségét. Az anémia csokkentésére ma mar rutinsze-
rien alkalmazzak az erythropoetint, amellyel a
normalis hemoglobinszintet prébaljak elérni a
betegekben. A kisérletes és klinikai eredmények
azonban ellentmondasosak a rekombinans hu-
man erythropoetin (tHuEPO) onkoldgiai alkal-
mazasanak tekintetében. Tébb kisérleti ered-
mény azt mutatja, hogy az rHUEPO érzékenyiti a
daganatokat a kemoterapiara, fokozza a tumorel-
lenes immunvalaszt, valamint egyediil is képes
daganatregressziot okozni. Azonban néhany
tjabb megfigyelés ellentmond a pozitiv eredmé-
nyeknek. Jelenleg szamos vizsgalat folyik
rHuEPO-val a nem-kissejtes tudédaganatok
(NSCLC) esetében is a tumoros betegek kezelése
soran fellépé anémia korrekcigjara. A kordbban
emlitett lehetséges negativ hatasok miatt fontos
kérdés annak tisztdzasa, hogy vajon e daganatfé-
leség esetében van-e az tHuEPO-nak valamilyen
szerepe kozvetlenill, vagy kiilonboz6 terapiakkal
kombinalva. Preklinikai vizsgalatainkban human
nem-kissejtes tudérak-sejtvonalakon, valamint
xenograft modelleken tanulmanyoztuk az
rHuEPO hatdsat. Immuncitokémiai és aramlasi
citométeres vizsgalatainkban kimutattuk, hogy a
kiilonboz6 NSCLC-sejtvonalak az EPOR-t kiilon-
boz6 mértékben expresszaljak.
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Ennek ellenére funkcionalis vizsgalatainkban
az. THuEPO-kezelés nem befolyésolta sejtvona-
raci6gatld hatasat in vitro. A kemoterapia in vivo
hatasaban szerepet jatszhat az a kordbbi megfi-
gyelésink mas daganatféleségeken, hogy az
rHuEPO fokozza a tumor indukalta neoangioge-
nezisben érintett erek endotélsejtjeinek prolifera-
cigjat, amely nagyobb érfeliiletet eredményez, és
ezzel parhuzamosan emelkedik a tumorszovetek
perfuzi6ja. Az NSCLC xenograftokkal végzett vizs-
galataink is azt mutattak, hogy a tumoros erek az
rHuEPO-val kezelt daganatokban szignifikdnsan
nagyobb atmérdjiek, amelynek az endotelidlis

Osszefoglalva megallapithat6, hogy preklini-
kai modellben emberi tidérakok in vivo noveke-
dését nem befolyasolja az EPO-adagolas. Mas-
részrél, szemben a korabbi vélelmekkel, az EPO-
kezelés nem rontja emberi tiiddérakok kemotera-
pias érzékenységét. Harmadszor, a kiegészit6 an-
tihypoxias kezelés EPO-val fokozta a kemotera-
pia progresszio-fékezo hatasat. Mindezek a hata-
sok a korabban mas daganatban megfigyelt daga-
natos erekre gyakorolt EPO-hatasokon alapulnak
(Tovari és mtsai, 2005).

3. Programcsomag: Uj melanéma-
diagnosztikumok és terapias eljarasok
fejlesztése

3.1. Melanomamarker azonositdasa globdlis
genomika segitségével (Dr. Timdr Jozsef, OOL.)

Korabbi NKFP programunk keretében joindulata
melanocita-daganat (naevus) és huméan melané-
ma-sejtvonalak génexpresszios mintazatat hasonli-
tottuk 6ssze DNS-chip-modszerrel az SZBK chip-la-
borral kooperaciéban. A vizsgalt 3.2 K-s platfor-
mon minimum kétszeres valamennyi sejtvonal-
ban megnyilvanulé, amugy szignifikans expresz-
szi6s eltérés alapjan emeltiik ki a melanéma-ujjle-
nyomat génjeit. Ennek alapjan 10 felilregulalo-
dott és 4 alulregulalodott ismert gént talaltunk. A
ciklin E melanéma-specifikus marker-szerepét a
pélyazat elnyerése 6ta mas csoport leirta (Bales és
mtsai, 2005), ezért programunkat erre tekintettel
modositani  kellett. Mindenesetre feltiing volt,
hogy a fokozottan expresszalodo gének kozil 3 a
Ca?*jelatvitelben érintett gén: a sziv tipusu ER-
Ca?*-csatorna RyR2, és annak két szabélyozdja, az
FKBP12.6 és a sorcin. Els6 1épésben nested PCR-
modszerrel megerésitettiik az autentikus RyR2
gén expressziojat. 10-10 naevus és primer bér me-
lanéma esetében immuhisztokémiai modszerrel
azt talaltuk, hogy a RyR2 fehérje valtozo aranyban,
de csak a melanéma-mintakban volt jelen. A RyR2
funkcionalis vizsgalata azért volt fontos, mert a fe-
hérje marker szerepe mellett felmertilt, hogy eset-
leg terapias célpont is lehet. E célbol specifikus
ligandja segitségével mértiik a Ca-tranzienst em-
beri melanocitdkban és melanomasejtekben, de
egyik esetben sem igazoltunk miik6dé receptort.
Egy melandéma vonalban kordbban leirtak a
Ca?*-szignalt indukalo P2X7 purinerg receptor
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expresszidjat. qPCR modszerrel azt talaltuk, hogy
mennyiségi kiilonbség nincsen a melanocitak és
a melanomasejtek génexpresszios szintje kozott.
Ugyanakkor protein szinten Western-blot segitsé-
gével is azt talaltuk, amit az immuncitokémia
mutatott, hogy a melanémasejtekben sokkal t6bb
P2X7 fehérje van jelen. A funkcionalis vizsgala-
tok szerint a P2X7 melanocitdkban nem miko-
dik, azonban mind a harom melanéma-sejtvonal-
ban Ca?*-tranziens valthato ki akér ismételt akti-
vitassal is. Meglepé moddon azt talaltuk, hogy a
RyR2 aktivalasa gatolja a P2X7 mtikodését. Funk-
cionélis tesztjeink ugyanakkor megleps ered-
ményre vezettek: a P2X7 nem-szelektiv gatlasa
Zn?* ionnal képes volt mérsékelten apoptozist
indukalni a kdzismerten apoptozisrezisztens me-
lanémasejtekben. Vizsgalataink arra utalnak,
hogy emberi melandomasejtekben a P2X7 Ca?*-
csatornaként mukadik, és egyuttal hozzjarul a
melanémasejtek apoptozis-rezisztencidjanak ki-
alakulasahoz. Mindezek alapjan jogosan meriil
fel az a lehetéség, hogy ez a Ca-csatorna poten-
cialis terapias célpont.

3.2. A melanoma dttétképzési képességet meg-
hatdrozo genetikai konstelldciok meghatdrozdsa
(Dr. Timdr Jozsef, OOL)

Korabbi NKFP palyazatunkban figyeltiink fel ar-
ra, hogy emberi melanémakban az EGFR ex-
presszalodik, a sejtek ezt a fehérjét tulélésiikkhoz
és migracidjukhoz hasznaljak, és hogy az EGFR-
tirozinkindz konstitutivan aktivalt allapotban
van. Ez utobbi jelenség arra utal, hogy a gén eset-
leg olyan karosodast szenvedett, aminek ez az
eredménye. Ezért az altalunk hasznalt human
melanémavonalakban szisztematikusan elemez-
tik az EGFR gén szerkezetét, expresszi6jat és
szekvenciajat.

Szekvenalassal kimutattuk, hogy a melano-
ma-sejtvonalakban megfigyelt konstitutiv EGFR-
aktivaci6 oka nem a TK-domén mutacioja.

Ezek utan fordult figyelmink az EGFR gén
extracellularis doménje felé, mert bizonyos daga-
natokban (pl. glioblasztéma) ennek a szakasznak
a mutacidja igen gyakori, és a melanéma is neu-
roektodermalis eredetl sejtbél indul ki. A vizs-
galt melanoéma-sejtvonal-panelben az extracellu-
laris domént 7 primerparral fedtik le és a PCR-
termékeket megszekvenaltuk, valamint 28 pri-
mer melanéma esetében is vizsgaltuk az EGFR
extracellularis részét. A munka kiértékelése je-
lenleg is folyik.

Korabbi NKFP palyazatunkban felmertlt,
hogy human melanémaban a migracios képessé-
get a CMET onkogén terméke jelentésen befolya-
solja/medialja. Mas daganatokban, pl. papillaris
veserdk, a CMET tirozinkinaz szakaszanak pont-
mutacidja az onkogén konstitutiv aktivacidjahoz
és daganat kialakulasdhoz vezet. Régebbi kisérle-
ti adatok arra utalnak, hogy kémiai karcinogének
a CMET korili kromoszomaszakasz torésével
olyan fiziés gént hoznak létre, amely szintén
konstitutiv CMET-aktivaci6hoz vezet. Emberi da-
ganatok koziil ilyen fuziés gént a kozelmultban
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gyomorrakban talaltak. Mindezek alapjan felme-
rult, hogy emberi melanémakban is genetikailag
karosodott lehet a CMET gén. Ennek tisztazasa
céljabol a rendelkezéstinkre allo, genetikailag el-
téré hatter human melanémavonalakban meg-
szekvenaltuk a CMET onkogén Kitiintetett szere-
pet betdlto tirozinkindz doménjét 4, részben atfe-
d6 primerpar segitségével, valamint megvizsgal-
tuk, hogy a TRP-MET flizids gén expresszalodik-e
ezekben a sejtvonalakban. Vizsgalataink szerint a
CMET TK doménje valamennyi melanéma-sejt-
vonalban kimutathato, autentikus méreti és vad
tipusu. Azt is megallapitottuk, hogy a TRP-MET
fuzios gén nincsen jelen emberi melandéma-sejt-
vonalakban.

A gazdaszervezet melanéma attétképzésében
betoltott szerepének vizsgédlatdra bedllitottunk
egy olyan allatmodellt, amely alkalmas az attét-
képzésben szerepet jatsz6 tumor- ill. host/kor-
nyezet (stroma) eredetl faktorok elkiilonitésére.
Mivel ebben a xenograft modellben a tumor hu-
man eredetd, a stromalis komponensek pedig a
gazdaszervezetb6l szarmaznak, megfeleléen
host-specifikus probakat tartalmazé DNS-chipek
segitségével kiilon vizsgalhatjuk a ,tumor” gazda-
szervezetbdl szarmazd ill. a human tumorboél
szarmazo6 kiillonbségeit, 6sszehasonlitva az attét-
képz6 (Gjsziilottbe implantalt tumor) és a nem at-
tétképzo (kifejlett allatba implantalt tumor) pri-
mer tumorbol szarmazo gének expressziés min-
tazatat. Az 6sszehasonlitast a fentieknek megfele-
16en az Agilent 20 000 egér gén expresszidjat
meghataroz6 Agilent Mouse Oligo Microarray
(22,575 60-mer oligo) ill. a 41 000 human gént
meghataroz6 Whole Genome Oligo Microarray
(44,000 60-mer oligo) segitségével végeztik el. A
leolvasast kovetéen a tovabbiakban csak azon gé-
nek kiértékelésével foglalkoztunk, amelyek val-
tozdsa mindkét sejtvonal esetén azonos iranyu
volt és legalabb kétszeres kiilonbséget mutatott.
Az eltér6 expressziot mutat6 tobb mint 200 hu-
man gén koziil 96 validalasat a Applied Biosys-
tems real-time PCR elvén mikodé TagMan kar-
tyaival végeztiik el. Igy 41 gén bizonyult az ere-
deti mintakon ezzel ez eltéré lokalizacioba terve-
zett probasorozattal is szignifikdnsan eltérének a
kétféle gazdaszervezetben noévé human tumor-
ban. Ugyanezen nyomtatasbol szarmazo kartyak
segitségével kvantitativan meghataroztuk 21 fa-
gyasztva tarolt miitéti human melanéma-minta-
bol e gének expresszidjat. A mintdk kozil 11
olyan betegbdl szarmazott, akiben a kovetéses
vizsgalatok tanisaga szerint a primer tumor elta-
volitasat kovetd 5 éven belil nem alakultak ki at-
tétek, mig 10 minta olyan betegekbdl, akikben
igen.

A preklinikai modellekben igazolt 41 génbdl 5
gén expresszi6ja mutatott a modellnek megfelels
iranyu és kétszeres értéknél nagyobb mértéki
valtozast abban az esetben, mikor az attéteket
nem hordozé betegekb6l szarmazé tumormintak
génexpresszidjat viszonyitottuk az attétet hordo-
z0 betegekéhez. Tekintve, hogy a human mintak-
ban a stromélis komponenseket nem tavolitottuk
el a mintakbdl, ezek a génexpresszios valtozasok
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oly mértékben dominansak, hogy nagyobb min-
taszamon valo tesztelést kovetden, visszaigazolva
a protein szintd valtozasokat is, Uj prognosztikus
faktorra léphetnek el6 human melanémakban.

3.3. A melanoma progresszidjdanak gdtldsa
alacsony molekulasulyti heparinnal
(Dr. Mathiasz Dora, GlaxoSmithKline Kft.,
Dr. Szildk Laszlo, Szilak Labor Kft.)

Sajat korabbi vizsgalatainkban megallapitottuk,
hogy a kis molekulatémegti heparinnak (LMWH)
is daganatellenes hatdsa van human melanéma
esetében. Az LMWH ugyan nem befolyasolja a
a melanémasejtek in vitro motilitasat. In vivo
xenograft vizsgalatainkban a tumoroltast megeld-
z6 és az azt kovet6 2-2 napon a human antikoagu-
lans doézisban adott LMWH szignifikdnsan csok-
kentette a melanomasejtek tiidékolonizacios ké-
pességét, valamint lép-maj modellben a méjmeta-
sztazisok kialakulasat. Ebben a folyamatban nem
a tumorsejtek adhézidjanak gatlasa jatszott na-
gyobb szerepet, ugyanis az LMWH-kezelés nem
volt hatassal sem in vitro a killonboz6 matrixkom-
ponensekre adherald, sem in vivo a tiddszovet-
ben kitapadé tumorsejtekre (Bereczky és mtsai,
2005). Felmeriilt a kérdés, hogy az 5000 daltonos
LMWH igen heterogén cukorlancaiban azonosit-
hat6-e a specifikus antimetasztatikus hatasért fe-
lel6s cukorszakasz és az jellemezhetd-e kémiailag.

A manchesteri rakkozpontban kollaboracios
patnereink (Dr. Gallagher) altal eléallitott kiilon-
boz6 hosszusagl (4-22 cukoralegység) és ponto-
san jellemzett (szulfataltsag) LMWH-eredetd oli-
goszacharidokat teszteltiik a korabbi vizsgalati
rendszereinkben. Megallapitottuk, hogy a vizs-
galt 10 oligoszacharid (DP4-22) kiilénb6z6 modon
befolyasolja human melanomasejtek (HT168-
nak olyan anyagok, amelyek egyikre sem hatnak
(p-m-), vannak olyanok, amelyek mindkett6t ga-
toljak (p+m+) és vannak olyanok, amelyek csak
a migraciéra val6 képességet csokkentik (p-m+).
A harom megfigyelt tulajdonsagnak megfeleléen
valasztottuk mindegyikb6l 1-1 anyagot; p-m-:
DP22, p+m+: DP18, és p-m+: DP4. Ezekkel az
anyagokkal a tumor oltasat megel6z6 és az azt
koveté 1-1 napban (8sszesen 3 alkalommal) ke-
zeltlik intraperitonealisan az allatokat, majd a hu-
man melanémasejteket a farokvéndba oltottuk. A
kialakult tiidékolonidkat az oltast kovets 7. héten
szamoltuk le. Megallapithaté, hogy az in vitro
migraciot gatlé oligoszacharidok szignifikansan
gatoljak a human melanémasejtek in vivo tiidé-
kolonizacigjat preklinikai modellben. Megjegy-
zendd, hogy ezen oligoszacharidaknak nincs anti-
koagulans hatasuk. Véleményiink szerint sike-
riilt azonositanunk a heparin egy olyan rovid oli-
goszacharid lancat, amely szelektiven képes a
human melanéma migracio-gatlasara, mig mas
heparin-szerd hatassal nem rendelkezik. Az oli-
goszacharidok pontos kémiai sajatossagai ismere-
tében meginditottuk a szabadalmaztatasi folya-
matot angol partnereinkkel.
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4, Programcsomag: Terapia-individuali-
zalas farmakogenomikai modszerekkel

4.1. Névekedésifaktor-receptor és hormon-
receptor kélcsénhatds farmakogenomikdja
emlo- és fej-nyaki daganatokban

(Dr. Csuka Orsolya, OOI, Dr. Jozsa Adrienn,
Roche (Magyarorszag) Kft.)

A tirozinkinazok fokozott expresszidja illetve mu-
tacidja lényeges szerepet jatszik a daganatok me-
tasztazis-képzésében, a sejtproliferacio allando-
suldsédban és a terdpias érzékenység meghataro-
zasdban. Ennek alapjan a tirozinkinazok az ugy-
nevezett célzott terdpia Kitiintetett géncsaladja-
nak tekinthet6k. A tirozinkinazok gatlasara ala-
pozo6 daganatterapia eléfeltétele az, hogy a keze-
lend6 daganat tirozinkinaz-mintazatat meghata-
rozzuk. A vizsgalati periodusban 65 HER2 + és 35
HER2- eml6tumor-szovetmintat és 78 fej-nyaki
daganatot (32 szajliregi-, 28 szajgarat-, 23 gége-
rak) vizsgaltunk egy 53 kinazt reprezentalé mak-
roarray segitségével. Megallapitottuk, hogy a
HER2-amplifikalt emlérakok eltéré tirozinkinaz-
expresszios mintazattal rendelkeznek, mint a
normalis HER2 gént tartalmazé daganatok. A fej-
nyaki rakok vizsgalata soran pedig azt talaltuk,
hogy az igen hasonl6 szovettani szerkezetl daga-
natok a kilénb6zé anatémiai lokalizaciokban je-
lent6sen eltéré kinaz-mintazatot mutatnak. En-
nek alapjan e daganatok terapias kezelésére is el-
térd protokollt kellene alkalmazni.

Az emlédaganatok szervspecifikus metaszta-
zisaban a csontrendszer kitiintetett szerepet jat-
szik. A csontmetasztazis korai felfedezésére
olyan szérummarkerek alkalmazasa sziikséges,
amelyek a csontmetasztazis valosziniiségét a
progresszio korai fazisaban mar jelzik. Vizsgélata-
inkban ennek megfeleléen emlétumoros bete-
gekbdl vérmintakat gytjtottiink, és szérumot pre-
paraltunk. A szérumbol osteocalcin, parathyroid
hormon (PTH), béta-CrossLaps és protokollagén
amino-terminalis propeptid (total PINP) megha-
tarozasat vezettiik be. Vizsgalataink alapvetd cél-
kitdzése az volt, hogy a nem daganatos szemé-
lyek vérmintaiban a csontmarkerek normaélis ér-
tékeit meghatarozzuk. Vizsgalatainkat a Modulare
170 Immunkémiai Automata (Roche) késziilék-
kel végeztiik. 444 posztmenopauzalis személy
vérmintdinak analizise alapjan megallapitottuk,
hogy az 0sszes PINP atlagértéke 40,43 ng/ml-nek
felel meg. A hormonpétlas-terapidban részesiilt
paciensek szama 154 volt, e személyeknél az at-
lagérték 31,74 ng/ml PINP, mig a hormonpotlas-
terapidban nem részestlé személyeknél maga-
sabb, 45,05 ng/ml volt. A 129 premenopauzalis
személy szérummintdinak vizsgalata alapjan az
Osszes PINP atlagértéke 30,1 ng/ml-nek bizo-
nyult. Megallapitast nyert, hogy a premenopau-
zalis személyek szérum-osteocalcin értéke 11-43
ng/ml kozott valtozott. Posztmenopauzalis sze-
mélyeknél az osteocalcin szérumértéke 15-46
ng/ml érték kozé esett. A PTH normalis szérum-
ban mért értéke 15-65 pg/ml kozé esett. A béta-
CrossLaps (egyes tipusu kollagén degradacios
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terméke) szérumértéke premenopauzalis szemé-
lyeknél (254 f6 atlaga) 299 pg/ml-nek, posztme-
nopauzaban (429 £6) 556 pg/ml-nek bizonyult.

4.3. Daganatok antraciklin-terdpidjanak
monitorozdsa non-invaziv molekuldris kép-
alkoto eljardssal (Dr. Kdsler Miklos, OOI,
Dr. Sods Miklos, Auro-Science Kft.)

Az antraciklinek a korszerd daganatterapia alapve-
t6 alkotorészei napjainkban, igy meghatarozo ele-
mei az emlérakok adjuvans, de tjabban neoad-
emlérdkok antraciklin-kezelésének az a tény,
hogy kidertilt, a HERZ-amplifikalt emlérak nem-
csak az anti-HER?2 antitest-terapianak a molekula-
ris célpontja. Ujabb adatok szerint a HER2-amplifi-
kacio altal érintett régi6 a 17. kromoszéoman gyak-
ran magaba foglalja a TOPO2A altal kodolt régiot
is, tehat ezekre a daganatokra HER2/TOPO2A-
amplifikacié jellemz6. Ennek a kovetkezménye,
hogy e daganatok esetében a Herceptin-kezelést
antraciklinekkel érdemes kombinalni, mert en-
nek a gyogyszercsaladnak az egyik molekularis
célpontja a TOPO2. A kombinaci6 egyik kritikaja
azonban az, hogy ennek mindkét alkotorésze kar-
dialis mellékhatasokkal jar, és attol lehet félni,
hogy egymast esetleg potencirozzak is. Sokszor
felmertilt mar korabban, hogy j6 volna a kemote-
rapia soran monitorozni a kezelés hatékonysagat
és a gyogyszer farmakodinamikajat, azonban az
erre alkalmas modszerek invazivak, illetve radio-
aktiv izotopokat hasznélnak, tehat szitkség volna
non-invaziv, egyszert és gyors, lehet6leg képalko-
t6 modszerre. Mivel a citosztatikumok egyik leg-
szélesebb korben alkalmazott csaladjanak tagjai
(antraciklinek) fluoreszkalé molekuldk, melyek
széles spektrumban (zold) gerjesztve széles spekt-
rumu voros fluoreszcens fényt emittalnak, ez le-
hetdséget ad arra, hogy a szervezetben, illetve a
daganatos szovetben nem-invaziv moédon is kovet-
hesstik utjukat. Az emberi szovetek vizsgalatara
azok autofluoreszcenciajat mar hasznaljak. Ennek
a nem-invaziv képalkoté diagnosztikajanak a tech-
noldgidja, illetve infrastruktdraja kialakult, amely-
ben a résztvevd partnerek (OOI és az Orszagos Ko-
ranyi TBC és Pulmonoldgiai Intézet) bizonyos ta-
pasztalatra tettek szert. Masrészt megjelent e part-
nerek kezében a fotodinamias terapia, amely ese-
tében a daganatszovetet fényérzékeny (adott eset-
ben fluoreszcens) molekulaval jelolik és pusztit-
jak. Ez a technoldgia és annak infrastrukturaja is
rendelkezésre all.

Elsé 1épésként immunhianyos SCID egereket
kezeltiink 15 percig az antraciklin-szarmazék epi-
rubicinnel, human terapias dozisban. Fluoreszcens
mikroszkopot hasznaltunk annak megallapitasara,
hogy valéban ki tudjuk-e mutatni mikroszképos
eszkozokkel az antraciklineket, azok fluoreszcens
képességei alapjan, szoveti szinten. A szivizomszo-
vet vizsgalataval parhuzamosan a majhol is készi-
tettiink metszeteket, melyek vizsgalatahoz a magot
kék fluoreszcens festékkel tettiik lathatova (DAPI).
Ezt a modszert 2005 végén mar kozoltink (Tovari
és mtsai, 2005). Feltehetéen a vérellatas egyenet-
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lensége miatt inkabb foltos volt a majlebenykék je-
l6l6dése, és alacsony intenzitasu volt a gyogyszer
magi akkumuléciéja (a sejtmagokat DAPI magfes-
téssel kékre jeloltik). Ugyanakkor a kezelt allatok
szivében 15 perccel az epirubicin iv. beadasa utdn
a szivizomsejtek magjaban 100% gyakorisaggal
mutathaté ki az antraciklin a friss, fixalatlan fa-
gyasztott metszetekben. Ehhez a mintat zold ger-
jeszté hullamhosszu fénnyel kellett megvilagitani,
ekkor a gyogyszer vords (590-615 nm) tartomany-
ban torténé fluoreszcencidja alapjan volt kimutat-
haté, mig a szivizomsejtek zéldben jelolodtek a
marker denzinnel. Mindkét minta esetében egyes
terilleteken megfigyelheté volt a kotészoveti sej-
tek, esetenként az ereket béleld sejtek magjanak
voros fluoreszcencidja is. Ugyanakkor megjegyzen-
dé, hogy citoplazmatikus jelolédést e mintaban
egyaltalan nem észleltiink, ami arra utal, hogy a
gyogyszer igen gyorsan jut be a normalis szovetek
sejtieibe és ott igen specifikusan a sejtmagban
DNS-hez kotédve akkumulalodik. Ennek alapjan
nem olyan nagy csoda, hogy f6 mellékhatasa a kar-
diotoxicitas.

Intézetlinkben korabban klinikai vizsgalatok
torténtek egy nagyobb beteganyagon, amikor is
elérehaladott stadiumu emlérakos betegeket a se-
bészi kezelést megel6zéen neoadjuvans kemotera-
pidban részesitettek. A vizsgalatban elsé 1épésként
képalkoto vizsgalattal, majd core-biopsziaval diag-
nosztizaltak az emlérakot, majd a betegeket antra-
ciklin-tartalmt (epirubicin - FEC, adriamicin -
FAC protokoll) kemoterapias kombinaciokkal ke-
zeltek 4 ciklusban 12 héten 4t (a kumulativ antra-
ciklin-dézis 200 mg/m? volt). A kezelés utan tor-
tént a daganat sebészi eltavolitdsa. Ezen beteg-
anyag patologiai mintain teszteltitk azt, hogy az
antraciklinek kimutathaték-e az emlérakban a ke-
zelés utan. Erre a célra a primer diagnosztikus
core-bipsziat hasznaltuk fel kontrollként, majd ezt
hasonlitottuk a daganat mttéti anyagahoz. A for-
malin-fixalt paraffinos metszeteket deparaffinal-
tuk, majd ezt a nativ készitményt fluoreszcens
mikroszkoppal vizsgaltuk a hattér zold fluoreszcen-
cia segitségével (strukturalis orientaci6). Ugyanak-
kor a korabban hasznélt zold gerjeszté hullamhossz
mellett vizsgaltuk a mintdkban az antraciklin voros
fluoreszcencidjat. Ot beteg esetében sikeriilt eddig
elvégezni a pre- és posztoperativ mintak osszeha-
sonlité vizsgalatat, akik antraciklin-tartalmu PAC,
illetve epirubicin-tartalmu FEC, EC, illetve TXT-
Epi kombinacios kezeléseket kaptak. A kezd6 core-
biopszidkban egyetlen esetben sem észleltiink a
vvt-ken kivil mas sejtes elem esetében erds magi
vagy citoplazmatikus fluoreszcenciat. Ugyanakkor
valamennyi mtitéti minta esetében észleltink spe-
cifikus szoveti antraciklin-fluoreszcenciat, amit
vagy magukban a daganatsejtekben talaltunk, vagy
a daganatsejt-fészkek koriili makrofagok citoplaz-
mdjaban, vagy a pusztuldé daganatsejtek citoplaz-
majaban. Feltiné volt, hogy egyes fészkekben a da-
ganatsejtek magja milyen erés magi voros fluoresz-
cenciat adott, ami nagyon hasonlitott ahhoz, amit
kisérleti korilmények kozott korabban SCID ege-
rekbe oltott human laphdamrak esetében talaltunk
epirubicin beaddsa utdn 15 perccel (Tévari és
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mtsai, 2005). Felhivjuk a figyelmet arra, hogy ezek-
ben az esetekben az antraciklin-vizsgalat az utolsd
kezelés utan 7 nappal tortént. Mindezen vizsgala-
tok azt mutatjak, hogy az antraciklin-kezelés utan
még napokkal is kimutathato szoveti szinten fluo-
reszcens mikroszkoppal az antraciklin.

4.4. Vastagbélrak kemoterdpidjanak farmako-
genomikdja (Dr. Kralovanszky Judit, OOI)

A colorectalis rdkok (CRC-k) gyogyszeres kezelé-
sében az 5-fluorouracil (5-FU) mellett az utobbi 10
évben szamos 1j gyogyszer (irinotecan, oxalipla-
tin, bevacizumab, cetuximab, stb.) kertlt klinikai
hasznalatba, amelyek alkalmazdsa nagy anyagi
terhet 16 az egészségligyi finanszirozasra, ezért a
gyogyszermegvalasztds optimalizaldsa (maximalis
hatékonysag mellett minimdlis toxicitas) fontos
egészségligyi és gazdasagi érdek. Korabbi vizsgala-
tainkban (Hitre és mtsai, 2005) megallapitottuk,
hogy az 5-FU molekularis targetje, a timidilatszin-
taz (TS) génpolimorfizmusainak meghatarozasa az
adjuvans kezelésre adott terapias valasz, a beteg-
ségmentes és teljes tulélés predikciojat teszi lehe-
tévé. A rossz prognozisu esetekben az 5-FU-keze-
lés mas gyogyszerrel torténd kiegészitése indo-
kolt. A TS-polimorfizmusok mellett a TS aktivita-
sat a folat kofaktor (5,10-metilén-tetrahidrofolat) is
befolyasolja, ezért a folatanyagcsere egyéb enzi-
meinek farmakogenetikai vizsgalata is nélkuloz-
hetetlen. Megallapitottuk, hogy a metiléntetrahid-
rofolat-reduktdz (MTHFR) C677T polimorfizmusa
az 5-FU-kezelt metasztatikus CRC-s betegek eseté-
ben prognosztikai értékkel bir. A rosszabb progno-
zisti CC genotipusok esetében az 5-FU mellett iri-
notecan vagy oxaliplatin adasa javasolhat6. A
folatanyagcsere masik kulcsfontossagi enzime a
szerinhidroximetil-transzferdz (SHMT), amelynek
C1420T polimorfizmusa befolyasolja a plazma
folatszintjét. A fent emitett 4j gyogyszerek koziil
az irinotecan sulyos, els6sorban a gastrointestina-
lis rendszert érint6 mellékhatasainak kialakulasa-
ban fontos szerepet jatszanak az UDP glukuronat-
transzferaz gén polimorfizmusai, melyek koziil az
UGT1A1*28 a majban keletkezé aktiv metabolit,
az SN-38 inaktivalasat végzi. Az oxaliplatin haté-
konysagat nagymértékben csokkentd rezisztencia
kialakulasaban pedig a nukleotidexciziés repair
(NER) géncsalad tagja, az XPD (ERCC2) gén poli-
morfizmusai teheték felelgssé. A jelen palyazat-
ban véllalt munkank célja tobb, a CRC-k kezelésé-
ben alkalmazott gyogyszer metabolizmusaban sze-
repl6 gén polimorfizmusanak vizsgalataval egy
olyan rutinszertien alkalmazhato és a klinikum ré-
szére javasolhato vizsgalati rendszer kidolgozasa,
amelynek alapjan az orvos egyénre szabottan dont
a beteg kemoterdpids kezelésében alkalmazott
gyogyszerekrdl, azok alkalmazasi sorrendjérdl.

Az MTHFR A1298C polimorfizmust 567 CRC-s
beteg és 249 egészséges kontroll esetében PCR
technikat kovet6 RFLP-vel hatdroztuk meg. A
vizsgalt betegekben és a kontroll populdciéban az
MTHFR A1298C genotipus megoszlasa megfelel
a Hardy-Weinberg eloszlasnak, a két csoport ko-
z0tt szignifikans eltérést nem tapasztaltunk.
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Az SHMT C1420T genotipusat valés ideji PCR
(MGB-primer) modszerrel hataroztuk meg. A
genotipizalt 167 metasztatikus CRC-s beteg koztl
102 beteg 5-FU- és 65 beteg 5-FU +irinotecan
(FOLFIRI) terdpidban részesiilt. A betegek eseté-
ben a median kovetési id6 26 + 18 honap volt. A ge-
notipus-megoszlast a kovetkezének talaltuk: CC -
80, CT - 74 és TT - 13 beteg. A kezelésre adott ob-
jektiv klinikai vélasz (CR + PR+ SD) szignifikansan
jobbnak bizonyult (p=0,02) a FOLFIRI kezelés ese-
tén. A T alléllel rendelkez6 (CT + TT) betegek ese-
tében az objektiv klinikai valasz 20%-kal volt maga-
sabb. A Kaplan-Meier-moddszerrel értékelt prog-
ressziomentes és teljes tulélés szignifikdnsan hosz-
szabbnak bizonyult a FOLFIRI kezelést kapott
CT+TT genotipusu betegek esetében a csak 5-FU-
kezelésben részesiiltekhez viszonyitva. A tobbval-
tozds Cox regresszios analizis igazolta, hogy a T
alléllel rendelkez6 betegek esetében a FOLFIRI ke-
zelés a relapszusrizikot mintegy 50%-kal csokken-
tette az 5-FU-kezeléshez képest.

A fenti vizsgalati eredmények alapjan megal-
lapithat6, hogy az SHMT C1420T polimorfizmus
vizsgdlata fontos informaciot szolgaltat az onkolo-
gus részére a valasztando kezelés eldontésekor. A
CT és TT genotipust betegek esetében vélasztott
kombinalt 5-FU +irinotecan kezelés hosszabb be-
tegségmentes tulélést, kezelésmentességet ered-
ményez, és ezaltal csokkennek az egészségiigy
anyagi raforditasai.
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